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Description 

La presents invention a trait a un vaccin anti-aphteux et anti-colibacillaire permettant rimmunisation 
d'animaux et notamment de bovins, contre la fievre aphteuse et contre la colibacillose. L'invention a 
egalement trait a un procede pour la preparation de ces vaccins. 

On sait que la fievre aphteuse des bovins peut etre efficacement combattue par las vaccins anti- 
5 aphteux actuellement disponibles, obtenus a partir de virions aphteux. II existe egalement des vaccins 
efficaces obtenus a partir de virions pour les porcins. 

La procedure de vaccination comporte en general une vaccination annuelle reguliere reglementee. 
Cette procedure permet d'obtenir, avec les vaccins precites, une immunisation efficace. Cependant, 
rimmunisation obtenue n'est pas immediate, notamment apres ta premiere vaccination, et peut de- 
ft? mander, avec les vaccins actuels, une dur6e de 15 a 20 jours environ apres la vaccination. Ce delai, s'il 
n'est pas genant d'une fagon generate, peut cependant se reveler prejudiciable, par exemple lors- 
qu'une epizootie s'est declaree. 

On a propose recemment de realiser des vaccins purifies contre la fievre aphteuse a base d'une 
proteine virale provenent du virus aphteux et appelee V.P. threonine, obtenue soit a partir de virions, 
15 soit par recombinaisons genetiques. La diffusion de tels vaccins se heurte cependant au pouvoir 
faiblement immunogene de cette proteine. 

On connaft par ailleurs un antigene d'attachement present sur certaines souches de Escherichia colt, 
appele K 99 (K 88 pour les colibacilles porcins). Cet antigene est considere comme responsable de 
I'attachement des bacteries sur la muqueuse intestinale et ses proprietes ainsi que ses procedes de 
20 preparation sont decrits par exemple dans la publication americaine Infection and Immunity, Jan. 1977, 
Vol. 15, N° 1, p. 272-279; Nov. 1978, Vol. 22, N° 2, p. 555-559; Sept. 1980, Vol. 29, N° 3, p 1125-1 133. 

La presente invention a pour but de fourntr des vaccins anti-aphteux et anti-colibacillaires qui 
permettent a ta fois de remedier aux inconvenients precites et de fournir une immunisation efficace 
contre la fievre aphteuse et contre la colibacillose neonataie des ruminants ou des porcins. 
25 L'invention repose sur la constatation surprenante que des virions ou proteines virales aphteux 
peuvent etre associes audit antigene d'attachement pour former un vaccin bivalent stable et efficace 
et que les vaccins ainsi obtenus, tout en conferant une immunite anti-colibacillaire, ameliorent et 
augmentent I'immunogenicite de la valence aphtheuse. 

L'invention a done pour objet un vaccin bivalent anti-aphteux et anti-colibacillaire, caracterise par le 
30 fait qu'ii comporte, dans un vehicule convenable, d'une part des antigenes vaccinants anti-aphteux 
obtenus a partir de virus, d'autre part des antigenes d'attachement K 99 (ou K 88 pour les vaccins pour 
les porcins). 

De preference, la proportion d'antigenes anti-aphteux par rapport aux antigenes d'attachement K 99 
est de 10 7 a 10 s DECP 50 en titre viral aphteux pour un titre d'antigene K 99 equivalent a 20 a 40 milliards 
35 de bacteries. Ces titres sont de preference presentes par dose de 5 ml. 

Les antigenes viraux vaccinants anti-aphteux sont de preference des antigenes presents dans les 
vaccins classiques anti-aphteux. lis comportent generalement des virions entiers. lis peuvent com- 
prendre Tune quelconque des valences aphteuses O, A, C ou toutes combinaisons de ces valences. 
Le vaccin selon l'invention peut com porter un adjuvant classique de ('immunite tel qu'une emulsion 
40 ou un gel d'alumine ou de la saponine. De preference, il comporte 1,7 mg d'alumine et 0,6 mg des 
saponine, par dose. 

L'invention a egalement pour objet un vaccin bivalent anti-aphteux et anti-colibacillaire caracterise 
par le fait qu'il comporte, dans un vehicule convenable, d'une part la proteine aphteuse V.P. threonine, 
d'autre part 1'antigene d'attachement colibacillaire K 99 (ou K 88 dans le cas d'un vaccin pour les 
45 porcins). 

La proportion de proteine virale par rapport a I'antigene d'attachement est de preference de 100 a 
300 jag de proteine virale aphteuse pour 0,3 a 2 mg d'antigene K 99, par exemple 250 jag de proteine our 
1 mg d'antigene K 99. 

On doit comprendre que le vehicule contenant les antigenes est tel que les antigenes aphteux d'une 
50 part et les antigenes d'attachement d'autre part se trouvent associes dans une meme phase aqueuse 
du vehicule. Les particules ou molecules peuvent ainsi reagir et d'une fagon generate, on prefers que 
les particules ou proteines virales soient portees par I'antigene d'attachement constituant en quelque 
sorte une proteine porteuse de I'antigene aphteux. 

L'invention a egalement pour objet un procede de preparation d'un vaccin bivalent anti-aphteux et 
55 anti-colibacillaire, caracterise par le fait que Ton melange, dans une meme phase, I'antigene viral 
anti-aphteux et I'antigene d'attachement K 99 (ou K 88). 

L'invention a egalement pour objet un procede de preparation d'un vaccin bivalent anti-aphteux et 
anti-colibacillaire, caracterise par fe fait que i'on melange dans une meme phase la proteine virale V.P. 
threonine et I'antigene d'attachement K 99 (ou K 88). 
60 De preference, pour la preparation d'un vaccin contenant des virons a ta fagon de vaccins anti-aph- 
teux classiques, on prepare le vaccin anti-aphteux classique sans proceder a une adsorption sur gel 
d'alumine ou autre, on ajoute la suspension convenable de facteur d'attachement K 99 puis Ton 
procede a ('adsorption. 
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Cependant, on peut egalement preparer un vaccin anti-aphteux habitue), Ie laisser decanter et 
remplacer le liquide surnageant (en general de I'ordre de 10%) par une suspension concentree 
contenant les facteurs d'attachement K99. 

Pour preparer les antigenes d'attachement, on peut utiliser des bacteries inactivees portant les 
facteurs d'attachement, par exemple les souches decrites dans la literature precitee, de sorte que le 
vaccin contiendra ces bacteries. En variante, on peut egalement. selon des techniques connues, 
preparer des suspensions contenant principalement les facteurs d'attachement K 99 ou K 88 a Inclu- 
sion des bacteries. 

Les vaccins seion I'invention peuvent etre avantageusement presentes sous forme de doses indivi- 
duelles de 5 ml. 

D'autres avantages et caracteristiques de I'invention apparaftront a la lecture de la description 
suivante, faite a titre d'exemples non limitatifs. 



Exemple 1 

Vaccin anti-aphteux 0. A. C. et anti-colibacillaire 15 

Le vaccin aphteux est produit a partir de virus multiplie soit sur explants d'epithelium lingual soit sur 
culture cellulaire en suspension (voir DUBOUCLARD C. et coll. Vaccin aphteux sur epithelium Bull 
Soc. Sci. Vet. Lyon 1986, 68 [3], 243-253, ou FAURE H. et coif. Dev. Biol Standard 1976, 35, 409-423 ). 
L'inactivation est effectuee soit par le formol a 0,02% (V/V), soit par I'ethyleneimine a 0,05% (P/V). Le 20 
virus incative est alors adsorbe sur gel d'alumine (AI + + + 1,7 mg) et de la saponine 'est ajoutee a 
0,6 mg/ml. 

On prepare une suspension concentree d'Escherichia coli entero-toxique de souche O = 101 K 99 n c 
IFFA 15-192 (ACRES S. D., ISSACSON R. E., BABINK L A., KAPITANY R. A., Immunization of calves 
against enterotoxigenic colibacillosis by vaccinating dams with purified K 99 antigen and whole cell 25 
bacterins Inf. Immunity, 1979, 25, 121-126) a une concentration 150x 10 9 equivalents bacteries/ml et 
I'on inactive les bacteries, qui portent les facteurs d'attachement K 99, au formol a 4%o. 

Le vaccin selon I'invention est prepare en faissant decanter le vaccin aphteux obtenu, en evacuant le 
liquide surnageant d'un volume d'environ 10% et en le remplacant par un meme volume de la 
suspension concentree de bacteries inactivees precitee. 

On a effectue une vaccination de trois lots de cinq bovins. Le premier lot est soumis a la vaccination 
a I'aide du vaccin anti-aphteux tel que prepare ci-dessus. 

Le deuxieme lot est soumis a une vaccination par un vaccin colibacillaire constitue par la suspension 
concentree de bacteries inactivees precitee et le troisieme lot est soumis a la vaccination a I'aide du 
vaccin selon I'invention. Le tableau I donne le resultat des titrages, les anti-corps de la f ievre aphteuse 35 
(Ac O, A ou C) etant titres en log 10 de seroneutralisation sur cellules et les anticorps K 99 etant titres 
par agglutination bacterienne (log 10). 



Tableau I 



40 



Vaccin 


Jour7 


Jour 14 


Jour21 




Lot1 










(Vaccin anti-aphteux) 








45 


AcO 


0,91 


1,87 


1,80 




A 


0,53 


1,90 


1,87 




C 


1,58 


2,47 


1.70 


50 


K99 


0,6 


0,6 


0,8 




Lot 2 








55 


(Vaccin K 99) 










O 


<0,24 


<0,24 


<0,24 




A 


<0,24 


0,24 


0,24 


60 


C 


«0,67 


= 0,60 


-0,60 




K99 


U4 


2,8 


2,8 


65 
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Suite de tableau I 



Vaccin Jour7 Jour 14 Jour21 

5 

Lot 3 

(Vaccin selon I'invention) 



0 


1,58 


1,90 


1,61 


A 


0,98 


2,06 


1,88 


C 


1,78 


2,48 


1,66 


K99 


1,66 


2,6 


2,6 



On voit que, pour un taux d'anticorps anti-colibacitlaires £ peu pres similaire par rapport au vaccin 
anti-colibacillaire, le vaccin selon I'invention presente une augmentation rapide du taux d'anticorps 
20 anti-aphteux leseptieme jour. 

Le tableau II ci-dessous represente une evaluation de la protection contre la fievre aphteuse (en °/o) 
par correlation titre anticorps/protection des bovins. 



25 Tableau II 



Jour7 Jour14 Jour21 



30 Lot 1 

(Vaccin anti-aphteux) 





O 


70% 


99% 


99% 


35 


A 


50% 


99% 


990/o 




C 


95% 


99% 


990/o 


40 


Lot 2 

(Vaccin selon I'invention) 










O 


980/o 


99% 


980/o 


45 


A 


78% 


99% 


990/o 




C 


99% 


99% 


980/o 



50 Au septieme jour, done precocement, I'innocuite anti-aphteuse s'installe beaucoup plus fortement. 
les vaccins devenant ensuite comparables vers le quatorzieme jour. Le vaccin selon I'invention permet 
done une protection pr6coce. 

Exemple 2 

55 

Vaccin £ V.P. threonine 

On produit une V.P. threonine par extraction du virus aphteux (selon BACHRACH H. L., MORGAN D. 
O., MOORE D. M., Foot and Mooth Disease virus immunogenic capsid protein VPT: N-terminal se- 
quences and immunogenic peptides by CNBR and tryptic cleavages. Intervirology, 1979, 12 (2), 

60 65—72), ou par recombinaison genetique (selon BROOKSBY J. B., Genetic engineering and Foot and 
Mooth Disease vaccine Nature, 1981, 289, p. 5798). La solution contenant la V.P. threonique qui est 
obtenue est ajust6e a la concentration requise pour obtenir 250 ng de V.P. threonine pour 1 mg 
d'antigene K 99. On ajoute 3 la solution la quantite d'antigene K 99. Apres avoir laisse la proteine et 
I'antigene interreagir, on effectue une dispersion dans un excipient huiieux usuel faisant office d'adju- 

65 vant. 
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Revendications 

1. Vaccin bivalent anti-aphteux et anti-colibacillaire, caracterise en ce qu'il comporte, dans un 
vehicule convenable, d'une part des antigenes vaccinants anti-aphteux obtenus a partir de virus, 
d'autre part des antigenes d'attachement K 99 d'Escherichia coli. 5 

2. Vaccin selon la revendication 1, caracterise en ce que la proportion d'antigenes anti-aphteux par 
rapport aux antigenes d'attachement K 99 est de 10 7 a 10 s DECP 50 pour un equivalent de 20 a 40 
milliards de bacteries. 

3. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 1 et 2, caracterise en ce que les antigenes 
anti-aphteux comprennent au moins Tune des valences aphteuses O, A, C. W 

4. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il comporte un gel 
d'aiumine et de la saponine. 

5. Vaccin seton Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que le antigenes 
anti-aphteux et d'attachement sont contenus dans une meme phase. 

6. Vaccin anti-aphteux et anti-colibacillaire, caracterise en ce qu'il comporte, dans un vehicule 15 
convenable et dans une meme phase, d'une part la proteine virale aphteuse V.P. threonine, d'autre 

part les antigenes d'attachement K 99 d'Escherichia coli. 

7. Vaccin selon la revendication 6, caracterise en ce que la proportion de proteines virales par 
rapport aux antigenes d'attachement est de 100 a 300 u>g de proteine pour 0,3 a 2 mg d'antigene K 99. 

8. Vaccin selon I'une quelconque des revendications 6 et 7, caracterise en ce que la phase contenant 20 
la proteine virale et I'antigene K 99, est dispersee dans un adjuvant huileux. 

9. Vaccin anti-aphteux et anti-colibacillaire pour les porcins selon I'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 8, modifiee en ce que I'antigene d'attachement K 99 est remplace par I'antigene d'attache- 
ment K 88. 

10. Procede de preparation d'un vaccin bivalent anti-aphteux et anti-colibacillaire selon I'une quel- 25 
conque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que Ton melange, dans une meme phase, I'antigene 

viral anti-aphteux et I'antigene d'attachement K99. 

11. Procede de preparation d'un vaccin bivalent anti-aphteux et anti-colibacillaire selon I'une quel- 
conque des revendications 6 a 8, caracterise en ce que Ton melange dans une phase la proteine virale 

V.P. threonine et I'antigene d'attachement K 99. 30 

12. Procede selon I'une quelconque des revendications 10 et 11 pour la preparation d'un vaccin 
bivalent anti-aphteux et anti-colibacillaire pour les porcins selon la revendication 9, modifiee en ce que 
Ton melange, dans une meme phase, I'antigene anti-aphteux ou la proteine virale V.P. threonine et 
I'antigene d'attachement K 88. 

13. Procede selon I'une quelconque des revendications 10 a 12, caracterise en ce que Ton effectue 35 
une adsorption du melange. 

14. Procede selon I'une quelconque des revendication 10 a 13, caracterise en ce que Ton utilise des 
bacteries entieres inactivees d'Escherichia coli portant I'antigene d'attachement. 

15. Procede selon I'une quelconque des revendications 10 a 13, caracterise en ce que Ton utilise pour 
I'antigene d'attachement une suspension I'antigene d'attachement sensiblement exempte de bacte- 40 
ries. 



Patentanspruche 

45 

1. Bivalenter anti-aphthdser und anti-colibazillarer impfstoff, dadurch gekennzeichnet, daft er in 
einem geeigneten Vehikel einesteils anti-aphthdse Impfantigene, die aus Viren erhalten wurden, und 
andererseits Anlagerungsantigene K 99 von Escherichi coli enthalt. 

2. Impfstoff nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& das Verhaltnis von anti-aphthdsen 
Antigenen zu den Anlagerungsantigenen K 99 10 7 bis 10 8 DECP 50 auf ein Aquivalent von 20 bis 40 50 
Milliarden Bakterien betragt. 

3. Impfstoff nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft die anti-aphthdsen 
Antigene wenigstens eine der aphthdsen Valenzen O, A, C umfassen. 

4. impfstoff nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da& er ein Alumina-Gel und 
Saponin enthalt. 55 

5. Impfstoff nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daft die anti-aphthdsen und 
die Anlagerungsantigene in der gleichen Phase enthalten sind. 

6. Antr-aphthdser und anti-colibazillarer Impfstoff, dadurch gekennzeichnet, daB er in einem geeig- 
neten Vehikel und in der gleichen Phase einerseits das aphthose virale Protein V.P. Threonin und 
andererseits die Anlagerungsantigene K 99 von Escherichia coli enthalt. 60 

7. Impfstoff nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daS das Mengenverhaltnis von Virusprotei- 
nen zu den Anlagerungsantigenen zwischen 100 und 300 \lq Protein auf 0,3 bis 2 mg Antigen K 99 
betragt. 

8. Impfstoff nach einem der Anspruche 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB die das Virusprotein 

und das Antigen K99 enthaltende Phase in einem dligen Hilfsstoff dispergiert ist. 65 
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9. Anti-aphthoser und anti-colibazillarer Impfstoff fur Schweine nach einem der Anspruche 1 bis 8. 
wobei das Anlagerungsantigen K 99 durch das Anlagerungsantigen K 88 ersetzt ist. 

10. Verfahren zur Herstellung eines bivalenten anti-aphthosen und anti-colibazillaren Impfstoff nach 
einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da& man das virale anti-aphthose Antigen und 

5 das Anlagerungsantigen K 99 in der gleichen Phase mischt. 

11. Verfahren zur Herstellung eines bivalenten anti-aphthosen und anti-colibazillaren Impfstoffs 
nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB man das Virusprotein V.P. Threonin 
und das Anlagerungsantigen K 99 in einer Phase mischt. 

12. Verfahren zur Herstellung eines bivalenten anti-aphthosen und anti-colibazillaren Impfstoffs fur 
10 Schweine nach Anspruch 9 gemaS einer Modifikation der Anspruche 10 oder 11, wobei man das 

anti-aphthose Antigen oder das Virusprotein V.P. Threonin und das Anlagerungsantigen K 88 in der 
gleichen Phase mischt. 

13. Impfstoff nach einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, da& man eine Adsorp- 
tion des Gemischs durchfuhrt. 

15 14. Impfstoff nach einem der Anspruche 10 bis 13, dadurch gekennzeichnet da& man ganze inakti- 
vierte Escherichia coli-Bakterien, die das Anlagerungsantigen tragen, verwendet. 

15. Impfstoff nach einem der Anspruche 10 bis 13, dadurch gekennzeichnet, da& man fur das 
Anlagerungsantigen eine Anlagerungsantigen-Suspension verwendet, die praktisch bakterienfrei ist. 

20 

Claims 

1. Bifunctional anti-foot-and-mouth and anti-colibacillosis vaccine, characterised in that it com- 
prises, in an acceptable vehicle on the one hand anti-foot-and-mouth vaccinating antigens obtained 

25 starting from virus, on the other hand antigens of Escherichia colt type K 99. 

2. A vaccine according to claim 1, characterised in that the proportion of anti-foot-and-mouth 
antigens in relation to antigens of type K 99 is from 10 7 to 10 8 DECP 50 for an equivalent of 20 to 40 
milliards of bacteria. 

3. Vaccine according to any one of claims 1 and 2, characterised in that the anti-foot-and-mouth 
30 antigens comprise at least one of the foot and moth valences O, A, C. 

4. Vaccine according to any one of claims 1 to 3, characterised in that it comprises a gel of alumine 
and of saponine. 

5. Vaccine according to any one of claims 1 to 4, characterised in that the anti-foot-and-mouth and 
other antigens are contained in a single phase. 

35 6. Anti-foot-and-mouth and anti-colibacillosis vaccine, characterised in that it comprises an accept- 
able vehicle and in a single phase, on the other hand type K 99 Escherichia coli antigens. 

7. Vaccine according to claim 6, characterised in that the proportion of viral protein in relation to the 
other antigens is from 100 to 300 u.g of protein 0.3 to 2 mg of antigen K 99. 

8. Vaccine according to any one of claims 6 and 7, characterised in that the phase containing the viral 
40 protein and antigen K 99, is dispersed in an oily adjuvant. 

9. Anti-foot-and-mouth and anti-colibacillosis vaccine for swine according to any one of claims 1 to 
8, modified in that the type K99 antigen is replaced by type K 88 antigen. 

10. A process of preparation of an anti-foot-and-mouth and anti-colibacillosis vaccine according to 
any one of claims 1 to 5, characterised in that one mixes in a single phase, the anti-foot-and-mouth viral 

45 antigen and the type K 99 antigen. 

11. A process of preparation of a bifunctional anti-foot-and-mouth and anti-colibacillosis vaccine 
according to any one of claims 6 to 8, characterised in that one mixes in one phase the viral protein VP 
threonine and the antigen type K99. 

12. A process of according to any one of claims 10 and 11 for the preparation of a bifunctional 
50 anti-foot-and-mouth and anti-colibacillosis vaccine for swine according to claim 9, modified in that one 

mixes in a single phase, the anti-foot-and-mouth antigen or the viral protein VP threonine and the 
antigen type K 88. 

13. A process according to any one of claims 10 to 12, characterised in that one carries out an 
absorption of the mix. 

55 14. A process according to any one of claims 10 to 13, characterised in that one uses whole 
inactivated bacteria of Escherichia coli carrying antigens of the other type. 

15. A process according to any one of claims 10 to 13, characterised in that one uses as antigens of 
the other type a suspension of antigen substantially free from bacteria. 

60 
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